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Анотацiя
Дослiджено змiни електрофiзiологiчних характеристик (потенцiалу спокою, опору мембрани та амплiтуди потенцiал-
залежного струму) культивованих нейронiв гiпокампа щура при ексайтотоксичному пошкодженнi, викликаному
аплiкацiєю натрiєвої солi глютамiнової кислоти в концентрацiї 100 мкмоль/л протягом 5 хвилин. Встановлено,
що при пошкодженнi суттєво (приблизно удвiчi) зменшуються потенцiал спокою, опiр мембрани та амплiтуда
натрiєвого струму, а також помiрно (близько 10 %) зменшується амплiтуда калiєвого струму. Отриманi результати
кiлькiсно характеризують ексайтотоксичний вплив на основнi електрофiзiологiчнi характеристики нейронiв та
свiдчать, що описанi ранiше змiни, викликанi пошкодженням, у характерi iмпульсацiї нейронiв виникають головним
чином завдяки зменшенню потенцiал-залежного натрiєвого струму.
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Вступ
Глутамiнова кислота (глутамат), найпоширенiший
збуджувальний нейромедiатор в центральнiй нерво-
вiй системi, при патологiчних станах, викликаних
порушенням мозкового кровопостачання, вивiльняє-
ться у мiжклiтинний простiр та негативно впливає
на нейрони, викликаючи їх додаткове пошкоджен-
ня або загибель. Таку властивiсть глутамату було
використано для розробки моделi глутаматної ексай-
тотоксичностi, експериментального пiдходу, що на-
дає можливiсть дослiджувати процеси пошкодження
нейронiв на культивованих клiтинах. Ранiше було
встановлено [1], що ексайтотоксичне пошкодження
призводило до змiн iмпульсацiї культивованих нейро-
нiв гiпокампа у вiдповiдь на прикладання деполяри-
зуючого iмпульсу струму: зменшувалась частота ге-
нерацiї потенцiалiв дiї та частка нейронiв з тонiчним
характером iмпульсацiї. Такi змiни, очевидно, мають
бути пов’язанi зi змiнами характеристик потенцiал-
залежних мембранних провiдностей, Метою даної
роботи було визначення впливу глутамату на амплi-
туду нартiєвого та калiєвого струму в культивованих
нейронах гiпокампа.
1. Методика
1.1. Культивування нейронiв гiпокампа
Новонароджених щурiв анестезували та декапiту-
вали. Видiлений гiпокамп протягом 10 хв обробляли
розчином трипсину в концентрацiєю 0, 025% при тем-
пературi 34∘C. За допомогою пастерiвських пiпеток
рiзного дiаметру клiтини дисоцiювали та висiвали
на покриттi полiарнiтiном пластиковi чашки Петрi
та культивували у середовищi наступного складу:
10 % кiнська сироватка, 2, 3 г/л NaHCO3, 6 мг/мл
iнсулiну, 100 од/мл пенiцилiну, 100 мкг/мл стрепто-
мiцину. На третю добу культивування для пригнi-
чення росту глiальних клiтин на добу додавали 5
мкМ/л цитозин-А-D-арабiно-фуранозид. Електрофi-
зiологiчнi дослiди проводились через 7−10 днiв пiсля
початку культивування.
1.2. Електрофiзiологiя
Електрофiзiологiчну реєстрацiю проводили з ви-
користанням пiдсилювача AxoClamp 200B в конфi-
гурацiї «цiла клiтина» при кiмнатнiй температурi з
використанням зовнiшньоклiтинного фiзiологiчного
розчину наступного складу (ммоль/л): NaCl – 140,
KCl – 3, CaCl2, MgCl2 – 2, Hepes – 10, глюкоза – 12,
рН – 7, 4. Електроди-пiпетки заповнювали внутрi-
шньоклiтинним розчином (ммоль/л): глюканат ка-
лiю – 100, KCl – 50 , MgCl2 – 5, EGHTA – 10, Hepes –
20, рН – 7, 4. В ходi проведення електрофiзiологi-
чного дослiду пiсля формування конфiгурацiї «цiла
клiтина» безпосередньо за показниками пiдсилювача
визначали потенцiал спокою нейрона, пiсля чого ней-
рон в режимi фiксацiї потенцiалу пiдтримували при
потенцiалi −70мВ, пропускаючи вiдповiдний гiпер-
поляризуючий струм (10− 150пА). Опiр мембрани
визначали за значенням струму при прикладаннi
командного потенцiалу −10мВ. Нейрони активували
прикладанням деполяризуючих командних iмпульсiв
тривалiстю 200 мс вiд пiдтримуваного потенцiалу з
iнкрементом 10 мВ. При цьому реєстрували вiдповiд-
ний потенцiал-залежний (iнтегральний) струм, хара-
ктеристики якого визначали при подальшому аналi-
XIV Всеукраїнська науково-практична конференцiя студентiв, аспiрантiв та молодих вчених
31
зi за допомогою програмного пакета Сlampfit 10.3.
Пiсля контрольної реєстрацiї експериментальну ка-
меру протягом 5 хвилин перфузiювали зовнiшнiм
фiзiологiчним розчином з доданою натрiєвою сiллю
глютамiнової кислоти в концентрацiї 100 мкмоль/л.
Пiсля вiдмивання нормальним зовнiшнiм розчином
електрофiзiологiчнi характеристики нейрона вимi-
рювали повторно. Значення амплiтуди струмiв ко-
ректувалось з врахуванням змiн струму витоку, ви-
кликаного змiнами опору мембрани пошкоджених
нейронiв. Данi представлено у виглядi: середнє ±
стандартна похибка середнього. Гiпотези про вiдмiн-
нiсть вiдповiдних середнiх перевiрялась за критерiєм
Стьюдента з рiвнем значимостi 0, 05.
2. Результати та обговорення
В конфiгурацiї «цiла клiтина» в режимi фiкса-
цiї потенцiалу було визначено електрофiзiологiчнi
характеристики п’яти культивованих нейронiв гiпо-
кампа щура. Середнi значення потенцiалу спокою
та опору мембрани склали вiдповiдно 42± 10 мВ та
2, 0±0, 7 ГОм. У вiдповiдь на прикладання командно-
го деполяризуючого iмпульсу спостерiгали розвиток
iнтегрального потенцiал-залежного струму, репре-
зентативна реєстрацiя якого представлена на рис. 1,
а. У якостi характеристик натрiєвої та калiєвої мем-
бранних провiдностей використовували вiдповiдно
значення максимальної амплiтуди вхiдного струму
та максимальної стацiонарної компоненти вихiдного
струму при командному потенцiалi +40 мВ.
Рис. 1. Потенцiал-залежнi струми культивованого
нейрона гiпокампа щура в контролi (а) та пiсля
ексайтотоксичного пошкодження (б).
Середнє значення максимального вхiдного (на-
трiєвого) струму склало −1100 ± 200 пА, а вихi-
дного (калiєвого) 1500 ± 300. Аплiкацiя глутама-
ту призводила до суттєвих змiн електрофiзiологi-
чних характеристик, а саме: зменшення приблизно
удвiчi потенцiалу спокою, опору мембрани та ам-
плiтуди вхiдного струму, а також помiрне (близько
10 %) зменшення амплiтуди вихiдного струму. Се-
реднє значення потенцiалу спокою для пошкодже-
них нейронiв склало −28 ± 9 мВ, опору мембрани
1, 2 ± 0, 3 ГОм, вхiдного струму −550 ± 150 пА та
вихiдного 1300± 200 пА. Вiдповiднi репрезентативнi
реєстрацiї потенцiал-залежних струмiв представленi
на рис. 1, б. Отриманi данi свiдчать про iстотне по-
гiршення стану культивованих нейронiв гiпокампа
при аплiкацiї глутамату, а також у суттєву вiдмiн-
нiсть у стiйкостi до ексайтотоксичного пошкодження
натрiєвих та калiєвих потенцiал-керованих каналiв.
Зважаючи на невеликий розмiр вибiрки та iсто-
тну розбiжнiсть характеристик, що визначались, у
рiзних клiтин, статистичний аналiз було проведено
для нормалiзованих на контроль вiдповiдних зна-
чень. Результати статистичного аналiзу представле-
но на дiаграмi рис. 2. Змiни опору, потенцiалу спокою
та вхiдного струму були статистично достовiрними,
тодi як вихiдного струму виявились статистично не
достовiрними.
Рис. 2. Статистичний аналiз змiн електрофiзiологiчних
характеристик культивованих нейронiв гiпокампа щура
при ексайтотоксичному пошкодженнi.Представлено
змiни опору мембрани*(1), потенцiалу спокою*(2),
максимального вхiдного струму* (3) та максимального
вихiдного струму(4). Ескайтотоксичне пошкодження
викликали аплiкацiєю натрiєвої солi глутамiнової
кислоти в концентрацiї 100 мкмоль/л протягом 5 хв.
* – змiни статистично достовiрнi, 𝑝 < 0, 05.
Висновки
Аплiкацiя натрiєвої солi глутамiнової кислоти при-
зводить до наступних змiн електрофiзiологiчних ха-
рактеристик культивованих нейронiв гiпокампа щу-
ра: зменшення приблизно удвiчi потенцiалу спокою,
опору мембрани та амплiтуди вхiдного струму, а та-
кож помiрне (близько 10 %) зменшення амплiтуди
вихiдного струму. Отриманi результати кiлькiсно
характеризують ексайтотоксичний вплив глутама-
ту на основнi електрофiзiологiчнi характеристики
нейронiв та свiдчать, що описанi ранiше змiни, викли-
канi пошкодженням, у характерi iмпульсацiї виника-
ють головним чином завдяки зменшенню потенцiал-
залежного натрiєвого струму.
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